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New protein immobilized at solid phase by binding site, useful for detecting 
antibodies, comprises multiple antigen/epitope sequences for antibodies, spaced by 
bridge compositions so that they are exposed for antibody binding 

OH EP1229Q44A1 : Protein having multiple antigen/epitope sequences and being 
immobilized for the diagnosis of HIV infections 
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(EP1229044A) Novelty - A protein (I) having multiple antigen/epitope sequences (AESs) for 
antibodies, and immobilized at a solid phase by at least one binding site, and AESs are 
spaced by bridge compositions in such a way that after binding of the binding site at the 
solid phase, AESs are exposed for a binding of the assigned antibodies from the liquid 
phase, is new. 

Detailed Description - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the following: 

(1) a polynucleotide (II), in particular cDNA, coding for (I); 

(2) an expression vector (III), preferably a plasmid, containing (II); 

(3) a cell which is transformed by means of (III); and 

(4) producing (I). 

Use - (I) is useful for the production of an immobilizate for the detection of antibodies, where 
the protein is produced in a dissolved-manner, and then is bound by at least one binding site 
to a solid phase, and as an option, the solid phase with the bound protein is subjected to at 
least one rinsing step and/or blocking step. (I) is also useful for performing a human 
immunodeficiency virus (HIV) test, where an immobilizate is produced and placed in a 
housing, and a detector solution is brought-in in a reaction zone of the immobilizate or is 
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separably added for application to the immobilizate ( 

Advantage - (I) is useful for a rapid test of the presence of antibodies in a patient's sample 
and reliably permits in such a rapid test, a detection of many to all groups and subtypes of a 
causative agent or of antibodies against it. Application of a mixture of antigens can be 
avoided by that the antigens/epitopes are combined in a single protein. Then an 
immobilization can take placed easily without different affinities to the solid phase and/or 
interactions of different antigens between each other leading to disturbing displacements of 
the distributions. 
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1 . A protein having multiple antigen/epitope sequences for antibodies, wherein the protein 
is immobilized at a solid phase by at least one binding site, and the antigen/epitope 
sequences are spaced by bridge compositions in such a way that after binding of the binding 
site at the solid phase the antigen/epitope sequences are exposed for a binding of the 
assigned antibodies from the liquid phase. 
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© Protein mit mehreren Antigen-Epitop-Sequenzen, welches immobilisiert ist 



Die Erfindung betrifft ein Protein mit mehreren Anti- 
gen-Epitop-Sequenzen fur Antikorper, wobei das Protein 
an einer Festphase uber zumindest eine Bindungsstelle 
immobilisiert ist, und wobei die Antigen-Epitop-Sequen- 
zen uber Bruckenverbindungen mit der Mafcgabe beab- 
standet sind, daft nach Bindung der Bindungsstelle an der 
Festphase die Antigen-Epitop-Sequenzen fur eine Bin- 
dung der zugeordneten Antikorper aus der flussigen Pha- 
se exponiert sind. 
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Beschreibung 



Gebiet der Erfindung 



5 [0001] Die Erfindung betrifft ein Protein mit mehreren Antigen-Epitop-Sequenzen, welches immobilisiert ist, eine fur 
ein solcbes Protein codierende Polynukleotide, einen Expressionsvektor enthaltend solche Polynukleotide, eine mittels 
eines solchen Expressionsvektors transformierte Zelle, sowie Verwendungen eines solchen Proteins zur Herstellung ei- 
nes Immobilisats und zur Herstellung eines HTV-Tests. 



[0002] Immobilisate aufweisend eine teste Phase und ein oder mehrere an der festen Phase gebundene Proteine sind 
vielfaltig aus der Praxis bekannt Solche Immobilisate werden einerseits zum Nachweis von an das Protein spezifisch 
bindenden Substanzen eines fliissigen Analysats und andererseits zur Abtrennung solcher Substanzen aus einer Fliissig- 

15 keit eingesetzt. Dabei weist das Protein ein Epitop auf, welches fur die nachzuweisende oder abzutrennende Substanz 
spezifisch ist, und dieses Epitop ist in der Regel iiber eine Spacerverbindung, die als solche nicht an die Substanz bindet, 
an die feste Phase gebunden. Die Spacerverbindung gewahrleistet u. a., daB das Protein sich im Bereich des Epitops in ei- 
ner Weise faltet, die der Faltung des nativen Epitops entspricht Dies, i. e. die gewunschte Exponierung des Epitops, ist 
die Voraussetzung dafur, daB eine Bindung der Substanz uberhaupt mSglich ist Insbesondere wird die Ausbildung uner- 

20 wiinschter Disulfidbriicken verhindert 

[0003] In manchen Bereichen der Medizin ist es wiinschenswert, wenn verschiedene Epitope gleichzeitig an der festen 
Phase immobilisiert sind Dies ist beispielsweise im Falle von HIV-Tests wiinschenswert, da nur eine Ansammelung von 
Epitopen, welche fur Antikorper fur verschiedene HTV1 und HTV2 Stamme und Subtypen spezifisch sind, eine zuverlas- 
sige Aussage auf Basis des Testergebnisses daruber gewahrleisten, ob die getestete Probe H3V Antikorper, welchen Sub- 

25 typs auch immer, enthalt oder nicht, i. e. ob eine Person HEV positiv ist oder nicht. 

[0004] Grundsatzlich konnten die jeweiligen Proteine, beispielsweise Antigene gegen diverse HIV Antikorper, jeweils 
fur sich an der festen Phase immobilisiert werden. Dies birgt jedoch verschiedene Probleme. Ein erstes Problem besteht 
darin, daB eine gleichmaBige Verteilung der Proteine, insbesondere hinsichtlich der Konzentrationen, und somit eine hin- 
reichend gleichforrnige Sensitivitat fur verschiedene Antikorper nicht gewahrleistet werden kann. Denn verschiedene 

30 Proteine konnen zu Verdrangungsreaktionen an der festen Phase fuhren mit der Folge von in beachtlichem MaBe storen- 
den Konzentrationsunterschieden an der festen Phase, auch bei aquimolarem Auftrag. Weiterhin sind bei einer hoheren 
Vielzahl von verschiedenen Proteinen Wechselwirkungen der verschiedenen Proteine im Zuge der Immobilisierung nicht 
auszuschlieBen. All dies stort jedoch, wenn gleichsam ein Universaltest, beispielsweise auf HTV, hergestellt werden soli. 
Die vorstehenden Ausfuhrungen treffen natiirlich sinngemaB auf grundsatzlich alle Erkrankungen zu, die, je nach Klas- 

35 sen und Subtypen des infizierenden Organismus, immunologisch unterscheidbare Antikorper in einem Korper hervorru- 
fen konnen. Es versteht sich, daB gegen einen spezifischen Subtyp auch unterschiedliche Antikorper gebildet sein kon- 
nen. 

[0005] Im Zusammenhang mit HTV ist folgendes erganzend anzumerken. Die erworbene Immunschwachekrankheit 
AIDS (aquired immunodeficiency syndrome) wird durch das HIV verursacht. Die beiden bisher beobachteten Erreger- 

40 stamme HIV-1 und HIV-2 haben eine sehr ahnlich Genomstruktur und infizieren T-Zellen fiber einen sehr ahnlichen Me- 
chanismus. Sie unterscheiden sich aber immunologisch so weit, daB Antikorper gegen HIV-1 in der Regel keine Kreuz- 
reaktion mit HIV-2 zeigen und umgekehrt Bei HIV-1 werden zudem eine Reihe von Subtypen unterschieden, wobei die 
Gruppe M mehrere Subtypen umfaBt (A, B, C, D, E, F und G) und der Subtyp O in eine eigene Gruppe (Gruppe O) ge- 
stellt wird. Auch zwischen den Antikdrpem gegen verschiedene Subtypen bestehen immunologische Unterschiede. Da- 

45 her ist es schwierig, in einem einzigen Testsystem alle Subtypen, bzw. alle Antikorper hiergegen, zuveriassig zu erken- 
nen. Dies gilt in besonderem MaBe fur Schnelltests, die ohne groBen experimentellen Auf wand durch zufiihren sein miis- 
sen. In einem Schnelltest sollte durch einmaligen Auftrag beispielsweise einer Blutprobe ein zuverlassiges Ergebnis er- 
haltbar sein. Insbesondere im Zusammenhang mit HIV miissen falsch negative und falsch positive Ergebnisse praktisch 
ausgeschlossen sein. 



[0006] Beispielhaft fur den Einsatz eines oder mehrerer Antigene in Mischung gegen verschiedene HTV- Antikorper ist 
die Literaturstelle US-A-5,830,641. 

55 [0007] Bisher bekannte Schnelltests arbeiten demgegenuber in Regel mit einem einzigen Antigen, namlich gp41, und 
sind daher nicht in der Lage, alle HlV-Subtypen zuveriassig und mit hoher Sensitivitat zu erkennen. Es besteht also ein 
sehr beachtliches Risiko falsch negativer Ergebnisse. Sie sind zudem nicht iiber langere Zeit temperaturstabil, nicht fur 
eine permanente Dokumentation geeignet, gewahrleisten keine einf ache und sichere Entsorgung und zeigen bei t)berent- 
wicklung ein falsch positives Ergebnis. 

60 [0008] Fusionsproteine mit mehr als einem Epitop fur HTV- Antikorper sind an sich bekannt beispielsweise aus den Li- 
teraturstellen US- A-5, 800,822 und US-A-5,3 10,876. Hierbei handelt es sich um Proteine, die in Losung im Rahmen von 
Labortests eingesetzt werden. Solche Labortestsysteme sind jedoch fur Schnelltests aufgrund der komplexen Handha- 
bung und dem bei Ausfuhrung durch nicht ausgebildete Personen folglich hohen Risiko falscher Ergebnisse nicht geeig- 
net. 

65 [0009] Aus der Literaturstelle US-A-4,925,784 ist ein Fusionsprotein gag/env bekannt, welches auch immobilisiert 
sein kann. Briickenverbindungen mit Bindungsstellen fur eine Bindung mit einer festen Phase zwischen gag und env sind 
nicht entnehmbar. Das Fusionsprotein ist einseitig fiber eine Briicke an einer festen Phase gebunden. 
[0010] Aus der Literaturstelle DE 197 20 914 A 1 sind verschiedene Antigene gegen Antikorper verschiedener Subty- 
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pen bekannt Die Ar^J^ konnen an einer Festphase gebunden sein. Verschied^^^itigene werden als Gemisch ein- 
gesetzt, Sofem Antigen mit multiplen Epitopen angesprochen sind, so handelt es sich urn Haptene, i. e. Proteine mit 
mehrfachen Sequenzen eines einzigen Epitop-Typs. 

[0011] Die Iiteraturstelle US- A-5 ,24 1,047 beschreibt Peptide, welche mit Seren HTV-positiver Probanden reagieren. 
Dabei sind diverse Epitope unmittelbar aneinander gekoppelt und konnen iiber eine Spacers equenz am c- oder N-termi- 5 
nalen Ende an einer Festphase gebunden sein. Mittels einer Spacers equenz wird eine Beabstandung einer Signalsequenz 
von einem Tragermaterial erreicht Ein Ende der Spacersequenz ist an das Tragermaterial und das andere an ein Ende der 
Signalsequenz gebunden. An jede Spacersequenz ist nur eine einzige Signalsequenz gekoppelt. 

Technisches Problem der Erfindung 10 



[0012] Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, ein immobilisierbares Protein anzugeben, das fur einen 
Schnelltest auf Vorliegen von Antikorpern in einer Patientenprobe eingesetzt werden kann und in einem solchen Schnell- 
test zuveriassig eine Erkennung vieler bis aller Gruppen und Subtypen eines Erregers bzw. von Antikorpern hiergegen 
erlaubt 15 



Grundziige der Erfindung 

[0013] Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfindung ein Protein mit mehreren Antigen- Epitop-Sequen- 
zen fur Antikorper, wobei das Protein an einer Festphase iiber zumindest eine Bindungsstelle immobilisiert ist, und wo- 20 
bei die Antigen-Epitop-Sequenzen iiber Briickenverbindungen mit der MaBgabe beabstandet sind, daB nach Bindung der 
Bindungsstelle an der festen Phase die Antigen-Epitop-Sequenzen fur eine Bindung der zugeordneten Antikorper aus der 
flussigen Phase exponiert sind. 

[0014] Die Erfindung beruht auf einer Kombination von Erkenntnissen. Eine erste Erkenntnis liegt darin, daB sich die 
Nachteile des Einsatzes einer Mischung von Antigenen dadurch vermeiden lassen, daB die Antigen-Epitope in einem 25 
einzigen Protein kombiniert werden. Dann kann eine Immobilisierung unschwer erfolgen, ohne daB unterschiedliche Af- 
finitaten zur Festphase und/oder Wechselwirkungen verschiedener Antigene untereinander zu stdrenden Verschiebungen 
der Verteilungen fuhren. Hieran anschlieBend beruht die Erfindung auf der weiteren Erkenntnis, daB es nicht ausreicht, 
lediglich verschiedene Epitope aneinander zu reihen und dann das Produkt an einem Ende (oder beiden En den) an der 
Festphase zu binden. Vielmehr muB erreicht werden, daB die Epitope nach der Immobilisierung in gewunschter Weise 30 
exponiert sind, i. e. eine Sekundar- und ggf. Tertiarstruktur bilden, die eine Bindung der zugeordneten AntikGrper ge- 
wahrleistet und zudem sterisch die Zuganglichkeit ermoglicht. SchlieBlich wurde erkannt, daB dies erreichbar ist, indem 
zwischen den Epitopen Briickenverbindungen eingerichtet werden, welche einerseits die Bindung an die Festphase be- 
wirken und andererseits fur die gewiinschte Exponierung der Epitope sorgen. Das Konzept besteht also im Kern aus der 
Schaffung eines einziges Proteins mit mehreren beabstandeten Epitopen, wobei die Epitope durch Zwischenschaltung 35 
der Bruckenverbindungen wiederum gleichsam vereinzelt sind. Durch geeignete Wahl der Briickenverbindungen, insbe- 
sondere der Strukturen der beiseitig eines Epitops sich bis zu den beidseitigen Bindungsstellen an der Festphase erstrek- 
kenden Teile der jeweiligen Bruckenverbindungen lassen sich zudem die Epitope auf definierte Weise falten, so daB die 
Exponierung sicher gewahrleistet und zudem gleichsam fixiert ist. SchlieBlich ist der Konzeption der Erfindung inharent, 
daB storende Wechselwirkungen verschiedener Epitope eines Proteins praktisch ausgeschlossen sind. 40 
[0015] Geeignete Bruckenverbindungen lassen sich nach MaBgabe der diese flankierenden Epitop Strukturen bzw. se- 
quenzen mit den Mitteln des molecular modelling unschwer berechnen. Zusatzlich oder alternativ kann der Durch- 
schnittsfachmann experimentell verschiedene Briickenverbindungen auf Eignung testen, indem die Bindungsfahigkeit 
von Antikorpern an die die Bruckenverbindung flankierenden Epitope mit Ublichen Methoden getestet wird. 
[0016] Es versteht sich, daB ein erfindungsgemaBes Protein Enden besitzen muB. Ein Ende kann das Ende eines Epi- 45 
tops sein, welches weder direkt noch indirekt an die Festphase gebunden ist. Ein Ende kann weiterhin ein Ende einer 
Bruckenverbindung sein, wobei das Ende der Bruckenverbindung die Bindungsstelle sein kann oder, bezogen auf das an- 
geschlossene Epitop, jenseits der Bindungsstelle liegen kann. Ein Ende kann SchlieBlich auch durch ein Tag, insbeson- 
dere ein Affinitats-Tag, gebildet sein. 

[0017] Grundsatzlich gibt es verschiedene Moglichkeiten, ein erfindungsgemaBes Protein zu erstellen. Beispiels weise 50 
kann eine Bruckenverbindung durch Insertion von Briickensequenzen zwischen zwei Antigen-Epitop-Sequenzen und/ 
oder Deletion einer Teilsequenz zwischen zwei in einer Gesamtsequenz angeordneten Antigen-Epitop-Sequenzen gebil- 
det sein. Die Bruckenverbindung kann auch durch Fusion einer Briickensequenz mit zwei Antigen-Epitop-Sequenzen 
gebildet sein. 

[0018] Als Briickenverbindungen kommen die verschiedensten Molekiile in Frage. Grundsatzlich konnen beliebige or- 55 
ganische Substanzen, typischerweise kettenartige Verbindungen, eingesetzt werden. Als Beispiele sind Oligomere auf 
Basis gleichartiger oder verschiedenartiger Monomere der Polymerchemie zu nennen. Bevorzugt ist es, wenn die Briik- 
kenverbindung aus Aminosauren gebildet isL Die Bruckenverbindung muB eine Bindungsstelle fur die Festphase auf- 
weisen. Ublicherweise wird hierfur eine positiv geladene Bindungsstelle zur Bindung an eine negativ geladene Fest- 
phase, vorzugsweise eine Membran, eingerichtet, 60 
[0019] Grundsatzlich konnen die Antigen-Epitop-Sequenzen innerhalb des Proteins gleich sein. Besonders bevorzugt 
ist es jedoch, wenn die Antigen-Epitop-Sequenzen verschiedene Antikorper binden. Idealerweise werden solche ver- 
schiedenen Antigen-Epitop-Sequenzen in einem erfindungsgemaBen Protein oder in einigen wenigen erfindungsgema- 
Ben Proteinen miteinander kombiniert, daB Antikorper der haufigsten, besser aller, Subtypen einer Erregergattung er- 
kannt werden. Die Antigen-Epitop-Sequenzen konnen beispielsweise repetitive Sequenzelemente aus gleichen oder ver- 65 
schiedenen HIV Subtypen sein. Bevorzugt ist es allerdings, wenn die Antigen-Epitop-Sequenzen Sequenzen aus ver- 
schiedenen HIV Genen und/oder Stammen und/oder Subtypen sind 

[0020] Grundsatzlich kann die Bruckenverbindung aus einer beliebigen Sequenz gebildet sein, wobei die Briickenver- 
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bindung beispielswI^^Pi Sequenzelement aus gp 1 20 ist. Bevorzugt ist es, wen^^pkquenzen, welche im Blut enthal- 
tene Antikorper unspezifisch binden, deleliert sind. Dies gilt sowohl bezuglich derBruckenverbindung als auch der An- 
tigen-Epitop-Sequenzen. 

[0021] Die Erfindung betrifft weiterhin eine Verwendung erfindungsgemaBer Proteine zur Herstellung eines Immobi- 
5 lisats zur Detektion von Antikorpem, wobei zunachst das Protein in Losung hergestellt wird, wobei dann das Protein 
iiber zumindest eine Bindungsstelle an eine Festphase gebunden wird und wobei optional die Festphase mit dem daran 
gebundenen Protein zumindest einer Spulverfahrensstufe und/oder Blockierungsverfahrenstufe unterworfen wird, sowie 
eine Verwendung eines erfindungsgemaBen Proteins zur Herstellung eines HTV Tests, wobei ein erfindungsgemaBes Im- 
mobilisat hergestellt wird, wobei dieses Immobilisat in ein Gehause eingesetzt wird und wobei eine Detektorlosung ent- 
10 weder in einer Reaktionszone des Immobilisats eingebracht ist oder separat zur Aufbringung auf das Immobilisat beige- 
fugt wird. 

[0022] Die Erfindung betrifft weiterhin ein Polynukleotid, insbesondere cDNA, codierend fur ein erfindungsgemaBes 
Protein, einen Express ionsvektor, vorzugsweise Plasmid, enthaltend eine Polynukleotid- Sequenz kodierend fur ein erfin- 
dungsgemaBes Protein, und eine Zelle (wobei menschliche embryonale Stammzellen und menschliche Keimbahnzellen 

15 ausgeschlossen sind), welche mittels eines erfindungsgemaBen Expressions vektors transformiert ist. 

[0023] Die Erfindung betrifft schlieBlich ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Proteins, wobei die 
Antigen-Epitop-Sequenzen und die Briickensequenzen ausgewahlt werden und die Ordnung der Aneinanderreihung de- 
finiert wird, wobei fur die Antigen-Epitop-Sequenzen und die Bruckensequenzen codierende DNA in einen Expressions- 
vektor aneinander in der definierten Weise anschlieBend und unter iiblicher \brschaltung eines geeigneten Promotors in- 

20 sertiert wird, wobei eine Zelle, vorzugsweise E. coli, mittels des Expressionsvektors transformiert wird, wobei transfor- 
mierte Zellen selektiert und kultiviert werden, und wobei das von den selektierten Zellen exprimierte Protein isoliert 
wird. 

[0024] Ein erfindungsgemaBer HIV-Test weist im Kern beispielsweise den folgenden Aufbau auf: In einer Ausfuh- 
rungsform als "flow through" befindet sich ein poroses Material, meist eine Membran, in einer \brrichtung, beispiels- 

25 weise einem Kunststoffgehause, welche eine Zugriffsoffhung zu der Membran aufweist. An fur Fliissigkeiten zugangli- 
chen Oberflachen der Membran ist zumidest ein erfindungsgemaBer Protein Typus immobilisiert. Durch die Zugriffsoff- 
nung wird eine zu testende Probe, beispielsweise Blut, Serum oder Plasma, auf die Membran aufgetragen. U. a. aufgrund 
von KapiUarkraften dringt die Probe in die Membran ein bzw. tritt durch sie hindurch. Dies kann unterstiitzt werden bei- 
spielsweise durch eine Unterfutterung der Membran mittels eines saugfahigen Materials. Die Probe bzw. darin eventuell 

30 enthaltene Antikorper reagieren mit dem Protein, Durch Auftrag einer ublichen Detektorlosung, beispielsweise gefarbte 
Partikel wie kolloidale Goldpartikel, erfolgt ein visueller Nachweis fur die Bindung von Antikorpem an das Protein. Al- 
ternativ zur "flow through" Technologie kann mittels einem "lateral flow" Verfahren gearbeitet werden. Hierbei wird 
ebenfalls eine Membran eingesetzt, die allerdings in lateraler Richtung unterteilt ist in eine Aufbringzone und eine Re- 
aktionszone. Kapillarkraftbedingt wandert die in der Aufbringzone aufgebrachte Probe in die Reaktionszone, in welcher 

35 zumindest ein erfindungsgemaBer Protein Typus immobilisiert ist. In der Aufbringzone werden keine erfindungsgemaBe 
Proteine immobilisiert sein, es ist aber durchaus moglich, in der Aufbringzone andere Stoffe, beispielsweise Proteine, zu 
immobilisieren, welche zu detektierende Antikorper nicht binden, dagegen aber in der Probe unerwiinschte Stoffe binden 
und so abtrennen. Hierdurch wird die Zuverlassigkeit der Antikorper-Detektion beachtlich erhoht, da ggf. unerwiinschte 
Wechselwirkungen aufgrund anderer Blutbestandteile ausgeschaltet werden konnen. Die Reaktionszone kann eine De- 

40 tektorsubstanz bereits enthalten, es kann aber auch vorgesehen sein, daB in der Detektorzone separat ein Auftrag von De- 
tektorlosung erfolgt 

[0025] Die Erzeugung einer Gesamtsequenz aus Antigen-Epitop-Sequenzen und zwischengeschaltenen Briickenver- 
bindungen, welche geladen sind, beispielsweise positiv geladen sind, hat im iibrigen auch besondere praparative \forteile. 
Wenn ein solches Protein gentechnisch hergestellt wird durch Expression in einer Zelle, so ist zunachst eine Aufreini- 
45 gung des Proteins aus einem Zellextrakt zweckmaBig. Die Ladungen der Briickenverbindungen erlauben nunmehr eine 
besonders effektive und einfache Reinigung auf sehr hohe Reinheitsgrade in einer Ionenaustauscherchromatographie, da 
der isoelektrische Punkt extrem hoch ist. Mit einer solchen Aufreinigung eines gentechnisch hergestellten erfindungsge- 
maBen Proteins vor einer Immobilisierungsverfahrenstufe wird somit auch ein hinsichtlich gebundenen Proteins beson- 
ders reines Immobilisat erhalten. Dies erhoht letztendlich die Zuverlassig eines Testsy stems in beachtlichem MaBe. 
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[0026] Der Begriff des HTV-Tests bezeichnet eine Nachweis methode zur Detektion von HIV- Antikorpem in Korperbe- 
standteilen, insbesondere Korperfliissigkeiten. Korperfliissigkeiten sind beispielsweise Blut, Serum, Plasma, Speichel, 
55 Ham oder Liquor. 

[0027] Der Begriff des Protein umfaBt im Rahmen der Erfindung Verbindungen, die natiirliche oder nicht-natiirliche 
Aminosauresequenzen enthalten. Ein Protein kann synthetisiert oder jedenfalls hinsichtlich der Aminos auresequenzen 
isoliert sein. Insofem umfaBt der Begriff des Proteins auch Peptide. Ein Protein muB nicht notwendigerweise ausschlieB- 
lich aus Aminosauren gebiidet sein. Insbesondere die Briickenverbindung kann anders als aus Aminosauren aufgebaut 
60 sein. 

[0028] Als Antikorper ist bezeichnet eine durch einen Organismus natiirlicherweise in Verfolg einer Infektion durch 
Immunreaktion gebildete Substanz, welche an den Erreger der Infektion oder Bestandteilen hiervon spezifisch zu binden 
vermag. 

[0029] Als Antigen ist bezeichnet, eine Substanz, welche spezifisch an einen Antikorper zu binden vermag. Antigen 
65 und Antikorper sind einander zugeordnet nach MaBgabe des zu detektierenden Antikorpers bzw. der zu detektierenden 
AntikSrper. 

[0030] Eine Antigen-Epitop-Sequenz bezeichnet eine Aminos aurensequenz, gebiidet aus natiirlichen und/oder nicht 
naturlichen Aminosauren, die einerseits chemisch bindungsfahig an einen zugeordneten Antikorper ist und andererseits 
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skundal^pt/oder Tertiarstruktur aufweist, daB die rein chernische^^pLn; 



eine solche Sekundi^Mi/oder Tertiarstruktur aufweist, daB die rein chernische^^^ing auch sterisch, i. e. nach dem 
"Schlussel/SchloB-Prinzip n , ermoglicht ist. 
[0031] Der Begriff der Immobiksierung bezeichnet die Bindung einer Substanz aus der Fliissigphase an einer Fest- 
stoffoberfl ache. Der Begriff der Bindung umf aBt die Chemisorption, die ionische Bindung, die kovalente Bindung sowie 
Zwischenformen solcher Bindungen. 5 
[0032] Eine Briickenverbindung ist eine typischerweise oligomere Verbindung, deren Art der Monomere, deren Rei- 
henfolge bzw. Sequenz und deren raumliche Ausrichtung, einschlieBlich eventueller intemer oder externer \fernetzung, 
definiert ist. Insbesondere definiert sind Positionen der Enden der Briickenverbindung untereinander. Hierbei muB u. U. 
aber auch die jeweilig angeschlossene bzw. anzuschlieBende Antigen-Epitop-Sequenz sowie die gegeniiberliegende 
Briickenverbindung beriicksichtigt werden, wenn die Anzahl der Freiheitsgrade der Briickenverbindung eine hinrei- 10 
chend eindeutige Definition der raumlicben Stellung der Enden nicht ohne weiteres zulafiL Eine Briickenverbindung ist 
nicht notwendigerweise eine artifizielle Sequenz bzw. eine artifiziell zwischen zwei Antigen-Epitop-Sequenzen einge- 
fugte Sequenz. Es kann sich auch urn eine native Sequenz zwischen zwei natiirlicherweise beabstandeten Antigen-Epi- 
top-Sequenzen handeln, wobei eine oder mehrere Aminosauren auch ausgetauscht sein konnen. 

[0033] Eine Bindungsstelle bezeichnet im Rahmen der Terminologie der Patentanspriiche eine reaktive Gruppe der 15 
Briickenverbindung, mittels welcher eine Immobilisierung an der Festphase erreichbar ist. 

[0034] Exponieren einer Antigen-Epitop-Sequenz bezeichnet die Einstellung der Sekundar- und/oder Tertiarstruktur 
der Sequenz so, daB eine Bindung an den Zielantikorper erfolgen kann. Insbesondere meint dies daher die Faltung im Be- 
reich der Antigen-Epitop-Sequenz. Die Faltung kann auch unter Einbeziehung der Ausbildung von Disulfidbriicken er- 
folgen. Die Faltung fuhrt in der Regel zur Ausbildung eines spezifischen Loops. Eine falsche Faltung fuhrt zu einem fal- 20 
schen Loop. Eine falsche Faltung kann erfolgen, wenn die Enden einer Antigen-Epitop-Sequenz in ungeeigneter Weise 
raumlich zueinander stabilisiert sind. 

[0035] Mit dem Merkmal der Briickenverbindung wird letztendlich erreicht, daB die Teile von zwei Briickenverbin- 
dungen, welche zwischen zwei benachbarten Bindungsstellen liegen, die Enden der zwischengeschalteten Antigen-Epi- 
top-Sequenz so stabilisieren, daB eine gewiinschte Faltung eingestellt wind. Wesentlich ist hierbei, daB die beiden Bin- 25 
dungsstellen geometrische Fixpunkte sind aufgrund der Bindung an der Festphase. Selbstverstandlich konnen zwischen 
dem Ende einer Briickenverbindung und der daran angeschlossenen Antigen-Epitop-Sequenz nicht- funktionelle Sequen- 
zen zwischengeschaltet sein, solange dies die vorstehend beschriebenen Zusammenhange nicht beruhrt. 
[0036] Eine Briickensequenz ist eine Briickenverbindung, welche aus mehreren natiirlichen und/oder nicht-natiirlichen 
Arninosauren gebildet ist 30 
[0037] Der Ausdruck der verschiedenen Antikorper meint Antikorper unterschiedlichen TVpus bzw. unterschiedlicher 
Struktur. Entsprechendes gilt im Zusammenhang mit Genen, Stammen, Subtypen und dergleichen. 
[0038] Der Begriff der Spezifitat bezeichnet die Fahigkeit einer Substanz, aus einer Anzahl gebotener Wechselwir- 
kungsmtiglichkeiten bzw. Reaktionsmoglichkeiten eine ganz Bestimmte oder eine Gruppe von ganz Bestimmten wahr- 
zunehmen. Ein fur einen bestimmten Antikorper bzw. eine bestimmte Bindungssite eines Antikorpers spezifisches Anti- 35 
gen wird mit anderen, in einer Probe, ggf. nach Abtrennung von die Spezifitat storenden Stoffen, vorhandenen Antikbr- 
pern, die diese Bindungssite nicht aufweisen, keine Reaktion zeigen. Dagegen sind Antigene bzw. Sequenzen, welche 
eine Mehrzahl verschiedener Antikorper einer Probe binden, unspezifisch. 

[0039] Der Begriff der Detektion bezeichnet die Erzeugung eines beliebigen direkt mittels der Sinne oder indirekt mit- 
tels physikalisch/chemischer MeBmethoden wahmehmbaren Detektorsignals, welches seine kausale TJrsache in einem 40 
Antikorper/Antigen Bindungsereignis haL Im einfachsten Fall handelt es sich um eine Farbreaktion. Detektionsmetho- 
den fur Antikorper/antigen Bindungsereignisse sind dem Fachmann in vielfaltiger Weise bekannt und brauchen nicht na- 
her erlautert zu werden. 

[0040] Eine Detektorlosung enthalt eine oder mehrere Substanzen, die zur Erzeugung eines Detektorsignals nach MaB- 
gabe eines Bindungsereignisses Antikorper/Antigen in der Lage sind. 45 
[0041] Der Ausdruck der Festphase bezeichnet einen Festkorper mit einer fur Bindungsstellen bindungsfahigen Ober- 
flache. 

[0042] Eine Spulverfahrensstufe umfafit das Spiilen eines erzeugten Immobilisats, i. e, einer Festphase mit daran ge- 
bundenem Protein, mit einer Losung, welche schwach gebundene Proteine und/oder andere Substanzen von der Oberfla- 
che der Festphase entfernt 50 
[0043] Eine Blockierungsverfahrensstufe umfaBt das Spiilen eines Immobilisats mit einer Losung, welche eine oder 
mehrere Substanzen enthalt, die nicht in Bindung mit Protein gegangene Bereich der Oberflache der Festphase absattigt, 
i. e. fur die Bindung anderer Substanzen direkt an der Oberflache der Festphase, blockiert. 

Ausfuhrungsformen der Erfindung 55 

[0044] Im Folgenden werden lediglich beispielhaft nicht beschrankende Ausfuhrungsformen der Erfindung naher er- 
lautert. 

Beispiel 1 60 

[0045] Im Folgenden werden Beispiele fur artifizielle Briickenverbindungen gegeben, welche im Rahmen eines erfin- 
dungsgemaBen Proteins zum Nachweis von HIV-Antikorpern einsetzbar sind. 
[0046] Die Briickenverbindung 1 kann die folgende Sequenz aufweisen: 

GKR--K-RK-KR--RRG ^ 65 

wobei "-" fur eine oder mehrere beliebige Aminosauren stent. Ein Beispiel fur eine solche Briickenverbindung ist: 
GKRAHKSRKHNYKRHIRRG 

[0047] Die Briickenverbindung 2 kann die folgende Sequenz aufweisen: 
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G-KK-RR-KGK-RR^Pb 

wobei fiir eine oder raehrere beliebige Aminosauren stent. Ein Beispiel fiir eine solche Briickenverbindung ist 
GSKKARRIKGKMRRLKKVG 

[0048] Die Briickenverbindung 3 kann die folgende Sequenz aufweisen: 
5 G-C-K-R-KRKXKRK-K— C-G 

wobei "-"fiir eine oder mehrere beliebige Aminosauren steht und wobei "X" fur D oder E steht. Ein Beispiel fur eine sol- 
che Briickenverbindung ist: 
GVCIKHRYKRKDKRKHKVACIG 

[0049] Die vorstehenden und nachfolgenden Buchstaben in Sequenzinformationen basieren auf dem Single Letter 
10 Code. 

Beispiel 2 

[0050] Im Folgenden wird eine native Briickenverbindung angegeben, welche fur ein erfindungsgemaBes Protein zum 
15 Nachweis von HIV-Antikorpern geeignet ist. 
GVA-K-KRR — REKRAVG 

wobei "-" fur eine beliebige Aminosaure steht. Diese Briickenverbindung stammt aus dem HIV-1 Envelope Gen. 
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Beispiel 3 



[0051] Im Folgenden werden erfindungsgemafle Proteine unter Verwendung von Briickenverbindungen u. a. aus den 
Beispielen 1 und/oder 2 naher beschrieben. Die Tabelle 1 gibt Moglichkeiten der Deletion und/oder Einfugung von Briik- 
kenverbindungen in Sequenzen mit Antigen-Epitopen wieder. Geeignete Sequenzen ED I bis ID VI mit Antigen-Epitopen 
sind in der Fig. la-f wiedergegeben, wobei es sich urn vollstandige Sequenzen von HTV-Proteinen handelt (wobei aller- 
25 dings fur die Erfindung nicht notwendigerweise mit vollstandigen Sequenzen als Ausgangssequenzen gearbeitet werden 
muB). 

[0052] Die Tabelle 1 ist so zu lesen, daB in der linkesten und zweitlinkesten Spalte ein zur Herstellung eines erfin- 
dungsgemaBen Proteins geeignetes Ausgangsprotein, ID I bis ID VI, wiedergegeben ist Die weiteren Spalten geben an, 
ob und wo welche Deletionen und/oder Insertionen mit Briickenverbindungen, beispielsweise gemaB der Tabelle 2, in 
30 dem Ausgangsprotein einfugbar sind, um ein erfindungsgemaBes Protein zu erhalten. In der Tabelle 2 sind: ID 1 bis 3 
kunstliche Briickenverbindungen, ID 4 eine natiirliche Briickenverbindung (aus Ubergang gpl20/gp41 in env), ED 5 bis 8 
HTV-1 OSequenzen, ID 9 bis 12 Gnann-Region aus HIV-2 und ID 13 bis 36 V3-loop Sequenzen aus HTV-1 (Konsensus- 
sequenzen der jeweiligen Subtypen und diesen ahnliche Sequenzen, auch aus Subtyp O). 

[0053] Beispielsweise wird ein erfindungsgemaBes Protein erhalten, wenn in pol 2, welches 289 Aminosauren auf- 
35 weist, an die Position 3 1 entweder die Briickenverbindung 1 oder die Briickenverbindung 2 aus Tabelle 2 eingefugt wird, 
nicht jedoch die Briickenverbindung 3. Es ergeben sich letztendlich die in der Tabelle 1 angegebenen uneingeschrankten 
Kombinadonsmoglichkeiten. 

[0054] Aus den graphischen Obersichten der Fig. la-f gehen Deledonen und mogliche Einfugestellen der Tabelle 2 
ebenfalls hervor. In den Sequenzen entspricht das Symbol "+1/2/3+" der Insertion der Briickenverbindung 1, 2 oder 3. 
40 "+1/2+" steht also fur eine Insertion einer der Briickenverbindungen 1 oder 2. 

Beispiel 4 

[0055] In der Fig. 2 sind Sequenzen Seq. ID A bis E dargestellt, wobei A bis D erfindungsgemaBe Proteine sind, E je- 
45 doch ein nicht erfindungsgemaBes Protein isL In den Sequenzen A bis D sind Modification so ausgefuhrt, daB zwischen 
den Antigen-Epitop Sequenzen geeignete Briickenverbindungen entstehen. Dagegen findet in E keine hinreichende Pra- 
sentation von Antigen-Epitop Sequenzen statt. In der Fig. 3a/b sind die Strukturen der Proteine C bis E dargestellt, wozu 
im einzelnen auf die folgenden Beispiele verwiesen wird. 

50 Beispiel 5 

[0056] In diesem Beispiel wird die Herstellung eines erfindungsgemaBen Proteins beschrieben, namlich von p31 
A100/40, 140/23, 163/14 £231/2, 100/3 

55 Lesart 

AX/Y (z. B. A100/76): Hinter der Aminosaure an Position 100 sind 76 Aminosauren deletiert 
ftX/Y (z. B. £230/2): Hinter der Aminosaure 30 ist die Briickenverbindung 2 insertiert 

60 Teilschritt 1 

[0057] Das Fragment 1 wird mittels der PCR-Technologie gewonnen. Als Primer dienen fur die Amplifikation die Oli- 
gonukleotide 

5 , -ATATGGCATATGTTI^TAGATGGAATAGATAAGGCCC-3 , und 
65 5 '-TATAGGGCCCAGGTGGCAGGTTAAAA-3', als Template wird das HTV-pol Gen verwendet Die PCR-Reaktion 
wird nach iiblichem Protokoll durchgefuhrt. Das gewiinschte PCR-Produkt (ca. 110 bp) wird isoliert und einer Restrik- 
tion mit Apal und Ndel unterworfen. 
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Fragment 1 
Epitope 1, PGR 

atatgg -.f.- ; ".•■■."*- " •"..'•T.-v;. w. *: 

TTTTTAGATGGAATAGAT AAGGC C C AAGAT GAAC ATGAGAAAT ATC AC AGTAAT T GGAGA 

M r L D G I D K A Q D E H E K Y H S N iv P; 
AAAAATC T ACC TTATCTATTCCGGGTTCTAC TTGTACTC TTTATAGTGTCATTAAC CTC T 

GCAATGGCTAGTGATTTTAACCTGCCACCT 10 

A m a s d N L F P 
CGTT AC C GAT CAC T AAAATT GGACGGT GGA 

.Wu' ••v; atat 

15 

Teilschritt 2 

[0058] Zwei Oligonukleotide 

(S^AAAAAGGGCCGTCGCATCAAGGGCAAAAIXjCXjAGG^ und 

S-CCXjGCTTTCTTC^CCCGTCGCATTTT^ 20 
werden bei 100°G kurz denaturiert, im linear abfallenden Temperaturgradienten miteinander hybridisiert und das Dop- 
pelstrangprodukt anschlieBend isoliert. 

Fragment 2 

25 

Bruckenverbindung 2, synthetisch 

_ ^ _ _ ........ 



GPKKARRI KGKMRRVKKAG 

C '"."GGGTTT TT CCG A'>J GT.-.irT TCCCGTTTT ACGCTGCC-'J AC XT CTTTC GG" - C 30 



Teilschritt 3 

35 

[0059] Das Fragment 3 wird mittels der PCR-Technologie gewonnen. Als Primer dienen fur die Amplifikation die Oli- 
gonukleotide 

5 '-TAATTTGCCGGCGTAGTAGCAAAAG AAATAGTAG-3' und 

5 '-TATAGCATGCTCC ATATGCrGTrTCCTGCCCrGT-S*, als Template wird das HIV-pol Gen verwendet. Die PCR- 
Reaktion wird nach bekanntem Protokoll durchgefuhrt Das gewiinschte PCR-Produkt (233 bp) wird einer Restriktion 40 
mit NgoMTV und SphI unterworfen und anschlieBend isoliert. 

Fragment 3 

Epitop2,PCR(233bp) 45 

• . . • ••; -\ /.-VO.-VO . \ :*.-. . 

GT AGT AGC AAAAGAAAT AGTAGC C AGC TGT GAT AAATGTC AGC T AAAAGGAGAAGC C ATG 
A G V V A K E IVASCDKCQL K G E A M 

50 

CAT GGAC AAGT AGAC T GT AGT C C AGGAAT AT G G C AAC T AGAT T GTACAC ATTT AGAAGG A 
H G Q V D C S r G I V; Q LDCTHj, EG 

AAAGT TAT C C TGGT AGC AGTTC AT GTAGC C AGT GGAT AT AT AGAAGCAGAAGT T AT TC C A 

K V I L V A V K V A S G Y I E A E V T V 

GCAGAAACAGGGCAGGAAACAGCATAT 

AET GQETAYGAC 60 
CGTCTTTGTCCCGTCCTTTGTCGTATA 

SphI 

Teilschritt 4 65 

[0060] Zwei Oligonukleotide 

(5'-CATGCAIXlAAACAGGGCTACAAGGGACGCGATCGTCGGAAGCA^ und 
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werden bei 100°C kurz denaturiert, im linear abfallenden Tbmperaturgradienten miteinander hybridisiert und das Dop- 
pelstrangprodukt isoliert 

5 Fragment 4 

Briickenverbindung 3, synthetisch 

C AT C? AT C AAAC A-7 '.' GC T AC AA~ *.~ GA* "." C-C : '.»«.-% j *C GT C GG." -AGC ATAAAGT Gr~'.~ C T*.~ •"- 
l0 ACIKHRYKRRDRRKHKVACIG 
G 7 AJT 7 1 :1 GAT .;T7-- 7GC G 7 1 AGC AGC 7 T 7C G7 A.T TTCAC '7GGA*, GGATC 



Teilschritt5 

15 

[0061] Das Fragment 5 wird mittels der PCR-Technologie gewonnen. Als Primer dienen fur die Amplification die Oli- 
gonukleotide 

5 -ATTATCCTAGGTCAAATGGCAGTATTCATCCAC- 3' und 

5 '-TATAGGATCCTAATCCTC^TCCTC als Template wird das HTV-pol Gen verwendet Die PCR-Re- 

20 aktion wird nach bekanntem Protokoll durchgefuhrt. Das gewiinschte PCR-Produkt (360 bp) wird einer Restriktion mit 
AvrH und BamHI unterworfen und anschlieBend isoliert. 

Fragment 5 

25 Epitop3,PCR 

A v : r I 

CAAATGGC AGT ATTC AT CC AC AAT T T TAAAAGAAAAGGGGGGAT T GGGGGGT AC AGTGC A 
C I G Q M A V F I H N F K P K G G I G G Y S A 

30 

GGGGAAAGAAT AGT AGACAT AAT AGC AAC AGAC AT AC AAAC T AAAGAAT T AC AAAAAC AA 
G E R I V D 1 I A T D I Q T K E L Q K Q 

AT T AC AAAAAT TC AAAAT T T T C GGGTTT AT T AC AGGGAC AGC AGAAATC C AC T TT GG AAA 

35 it k TQN FRVYY P. DSPNPL •"• K 

GGAC C AGC AAAGC TCCTCTGGAAAGGTGAAGGGGC AGT AGTAATACAAGAT AATAGTGAC 
G P A K L L V K G E G A V V I Q D N 5 D 

40 AT AAAAGT AGT GC C AAGAAG AAAAGC AAAGATC ATT AGGGAT TAT GGAAAAC AGAT GGC A 

T K V V P r F V. A K I I P. D Y G h" Q M A 

GGT GAT GATT GTGT GGC AAGT AGAC AGGATGAGGAT TAG 
G D D C AS ? Q D E D * 

C C AC T AC T AACAC AC C GT T CAT C T GTC C T AC T C C T AATC 

45 ........... .... . ^ . .. 

BamHI 

Teilschritt 6 

50 

[0062] Ein geeigneter Expressionsvektor wird mit Ndel und BamHI geschnitten und das Vektorfragment isoliert. 

Teilschritt 7 

55 [0063] Das aufgereinigte Vektorfragment und die jeweils isolierten Teilfragmente werden mit Hilfe von Ligationsreak- 
tionen miteinander verkniipft. 

Teilschritt 8 

60 [0064] Geeignete E. coli Zellen werden mit den Ligationsprodukten transformiert und selektioniert. 

Teilschritt 9 

[0065] Aus erhaltenen Kolonien wird die Plasmid-DNA isoliert und auf Vorhandensein, Anordnung und Orientierung 
65 der Teilsequenzen mit den Enzymen Ndel, Apal, NgoMIV, SphI, Avrll und BamHI in verschiedenen Kombinationen ge- 
priifL Plasmid-DNA mit positivem Ergebnis wird zur Bestatigung sequenziert 
p31 nativ 

p31A100/40, 140/23, 163/14 £23 1/2, 100/3 



8 




DE 101 06 295 C 1 



Frg, 1 



rg.2 



Frg.3 



Frg.4 



Frg. 5 



Ndel Apal NgoMIV SphI Avrll BamHI 
Gesamtnukleotidsequenz : 

CATATGTTTTTAGATGGAATAGATAAGGCCCAAGATGAACATGAGAAATATCACAGTA 
ATTGGAGAGCAATGGCTAGTGATTTTAACCTGCCACCTGGGCCCAAAAAGGCCCGTCG 
CATCAAGGGCAAAATGCGACGGGTGAAGAAAGCCGGCGTAGTAGCAAAAGAAATAGTA 
GCCAGCTGTGATAAATGTCAGCTAAAAGGAGAAGCCATGCATGGACAAGTAGACTGTA 
G T C C AG G AAT AT G G C AAC TAG AT T G T AC ACAT T T AGAAGG AAAAG T T AT CC T G G TAG C 
AGTTCATGTAGCCAGTGGATATATAGAAGCAGAAGTTATTCCAGCAGAAACAGGGCAG 
GAAACAGCATATGG AGCATGCA TCAAACACCGCTACAAGCGACGCGATCGTCGGAAGC 
AT AAAG TGGCCTG CC T AGG T C AAAT G GC AG TAT T CAT C C AC AAT T T T AAAAG AAAAG G 
GGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATA 
C AAAC T AAAG AAT T ACAAAAAC AAAT T AC AAAAAT T C AAAAT TTTCGGGTT T AT T AC A 
GGGACAGCAGAAATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGTGAAGG 
GGCAGTAGTAATACAAGATAATAGTGACATAAAAGTAGTGCCAAGAAGAAAAGCAAAG 
ATCATTAGGGATTATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGG 
ATGAGGATTAGGATCC 



Gesamtaminosauresequenz : 

M FLDG I DKAQDEHEKYHSN*JRAMAS DFNL P P GPKKARRIKGKMRRVKKA.G V"VAKE I VA 
SCDKCQLKGEAMHGQVDCS PG I WQIiDCTHLEGKVI LVAVHVASGY I EAEYI PAETGQE 
TAY GAC I KHRYKRRDRRKHKVAC I G QMAV F I HN FK P. KGG I GG YS AGE R I VD 1 1 AT D I Q 
TKELQKQITKIQNFRVYYRDSRNPLWKGPAKLLWKGEGAWIQDNSDIKV^PRRKAKI 
I RDYGKQMAGDDC VASRQDED* 

[0066] Die Expression eines erfindungsgemaBen Proteins wird wie folgt durchgefuhrt. Nachdem die kodierende Nu- 
kleinsaure fur das zu exprimierende Protein hergestellt und iiber Restriktionssehnittstellen in einen handelsublichen Vek- 
tor eingebaut wurde, erfolgt eine Transformation des Plasmids in eine handelsubliche E. coli-Zelle. Nach einer Inokulie- 
rung eines Mediums (z. B. LB-Medium) mit dem Transformationsansatz erfolgt die Anzucht der Zellkultur durch Inku- 
bation bei einer optiraalen Temperatur (z. B. 37°C). Die Protein-Expression wird durch eine Zugabe von Isopropyl p-D- 
Thiogalactopyranosid (TPTG) induziert und durch eine Fortfuhrung der Inkubation erreicht. Nach dem Ernten der E. coli- 
Zellen durch Zentrifugation wird eine ZelUyse mit einem LysispufFer (z. B. einem Guanidinhydrochloridhaltigen Puffer) 
durchgefuhrt 

[0067] Die Reinigung des Proteins kann iiber herkommliche Chromatographiemethoden (z. B. Ionenaustauscherchro- 
matographie und Gelchromatographie) erfolgen, wobei der durch Einfugen positiv geladener Sequenzen erhohte isoelek- 
trische Punkt der Proteine vorteiihaft benutzt werden kann, die Proteine iiber Kationenaustauscherchromatographie stark 
anzureichem. tJblicherweise werden die chromatographischen Trennungen mit Hilfe von Chromatographiesaulen, in die 
das Material eingebracht wird, durchgefuhrt. Falls die Proteine mit einem "tag" (z. B. einem N- oder C-terminalen His6- 
Peptid, einem "flag-tag" oder myc-Epitop) versehen wurden, konnen sie durch \ferwendung einer Affinitatschromatogra- 
phie gereinigt werden, wobei das jeweilige Protein iiber den "tag" an das entsprechende Affinitatschromatographiemate- 
rial (z. B. fur His6-tag an Ni-NTA-Material) gebunden wird. Nachdem das Material mit entsprechenden Waschpuffem 
mehrmals gewaschen wurde, wird das gewiinschte Protein mit Hilfe von mindestens einem Elutionspuffer (z. B. durch 
einen Puffer mit deutlich erhohten oder erniedrigten pH-Wert) von dem Material abgetrennt, AbschlieBend werden die 
Eluate noch mehreren Dialyseschritten unterzogen, um die Weiterverwendung des Proteins zu erlauben. 
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Beispiel 6 

[0068] In diesem Beispiel wird die Herstellung eines ertindungsgemaBen Immobilisats beschrieben. Das gereinigte 
Protein wird in geeigneter Weise mit einer waBrigen Losung von 100 mM Nad und 0,4-0,8% SDS verdiinnt Von dieser 

5 Losung werden rait Hilfe eines BioDot-Gerates (Cambridge, England) 0,5 pi auf eine Nitrozellulosemembran aufge- 
bracht, so daB sich auf einem Reck mit 3-4 mm Durchmesser 250 ng Protein betinden. Die Membran wird nach Auf- 
bringen des Proteins fiir mindestens eine Stunde getrocknet, bevor die Nachweisreaktion durchgefuhrt wird. 
[0069] Es wird ein Immobilisat erhalten, bei welchem die Anordnung und Faltung des Proteins in einer Weise erfolgt 
ist, die schematisch in der Fig. 3a dargestellt ist. Die Epitope sind durch eine positiv geladene Peptidsequenz getrennt, 

10 was eine Anheftung an die Membran und eine richtige Faltung der Epitope (unterstrichene Sequenzbereiche) erlaubt 
[0070] Zu der in Fig. 3a dargestellten Faltung mag angemerkt werden, daB moglicherweise nicht alle Proteinmolekule, 
die auf die feste Phase aufgebracht werden, sich in der skizzierten Weise falten werden. Ein Teil der Molekiile kann, ver- 
ursacht durch die Lyse der Zellen und die anschlieBende Reinigungsprozedur in ungeordnetem (denaturiertem) Faltungs- 
zustand vorliegen. Fiir den Zweck der Erfindung ist aber ausreichend, wenn bei einem erfindungsgemaB konstruierten 

15 Protein die Wahrscheinlichkeit einer fur die Bindung von Antikorpem geeigneten Faltung, induziert durch die durch den 
Einbau der Briickenverbindungen ermoglichte optimale Anheftung auf der festen Phase, gegeniiber einem keine Bruk- 
kenverbindungen enthaltenden Protein deutlich erhoht ist Durch diese erhdhte Wahrscheinlichkeit der "richtigen" Fal- 
tung wird die Moglichkeit der Bindung der Antikorper insgesamt stark verbessert und damit die Erhohung der Sensitivi- 
tat des gesamten Nachweisverfahrens gewahrleistet. 



Beispiel 7 



[0071] Ein Immobilisat aus Beispiel 6 wurde mit Seren aus diversen HIV positiven Patienten beschickt und die Reak- 
tion wurde mittels einer Detektorlosung gepriift. Es zeigte sich in alien Fallen eine fur die Bindung Antikorper/Antigen 
25 spezifische Farbreaktion. Falsch negative Ergebnisse wurden nicht erhalten. Versuche mit Seren von HIV negativen Per- 
sonen ergaben, daB keine einzige falsch positive Anzeige erhalten wird. 

Beispiel 8 

30 [0072] In diesem Vergleichsbetspiel wurde mit einem Protein env 4 (ID E) ein Immobilisat entsprechend der \ferfah- 
rensweise nach Beispiel 6 hergestellt Der Unterschied besteht ausweislich einer vergleichenden Betrachtung der Fig. 3a 
und 3c jedoch darin, daB zwischen den linksseitig liegenden Epitopen keine positiv geladene Bruckenverbindung einge- 
richtet ist. Man erkennt weiterhin, daB dadurch die beiden linksseitigen Epitope nahe beiander liegen und so gefaltet wer- 
den - unter Ausbildung von die Antigenizitat zerstorenden Disulfidbriicken daB eine Bindung eines Antikorpers nicht 

35 erfolgen kann. 

[0073] Mit gleicher Proteinmenge, wie in Beispiel 7 wurden wiederum Tests mit Seren diverser HIV positiver Patien- 
ten durchgefuhrt. Durchweg wurde praktisch keine Reaktion angezeigt, wurden also regelmaBig falsch negative Erge- 
nisse erhalten. 

40 Beispiel 9 

[0074] In diesem Beispiel wird anhand der Fig. 3b ein erfindungsgemaBes Protein (ID D) bzw. Immobilisat mit repe- 
titiven Sequenzelementen aus verschiedenen HIV-Subtypen schematisch dargestellt (auch gleiche sind moglich). Dieses 
erfindungsgemaBe Protein ist dabei nur aus V3 Loops verschiedener HIV-Subtypen gebildet, die durch ein positiv gela- 
45 denes Sequenzelement aus gp!20 getrennt sind. 



Beispiel 10 

[0075] Ein erfindungsgemaBer Schnelltest ist wie folgt aufgebaut: Ein Immobilisat gemaB Beispiel 6 wird in einem 
50 Kunststoffgehause unter einer ZugrifTsoffhung so positioniert und fixiert, daB zumindest ein Teiibereich des Immobili- 
sats dem Zugriff unterliegt. Das Immobilisat ist dabei mit einer saugfahigen Unterlage, beispielsweise Watte, unterfut- 
tert. Zu dem Schnelltest gehort eine separat abgepackte Detektorlosung. 

[0076] Der Nachweis von an das Antigen gebundenen Antikorpem kann mit Hilfe einer Detektionslosung erfolgen, die 
ein Konjugat aus Protein A mit kolloidalem Gold enthalt. Die Verwendung von solchen Konjugaten in immunologischen 
55 Testverfahren ist allgemein bekannt und in der Iiteratur beschrieben. Dieses Konjugat kann beispielsweise wie in 
US 5,541,059 beschrieben hergestellt werden durch Mischen von 100 ml einer kolloidalen Gold-Losung (kommerziell 
erhaltlich) mit 100 ml einer 0.006 mg/ml enthaltenden Losung von Protein A (Protein A ist als sowohl in lyophilisierter 
Form als auch als Losung kommerziell erhaltlich). Altemativ kann ein Protein A-Gold- Konjugat auch kommerziell er- 
worben werden. 

60 [0077] Die Bindung des Konjugats an die gebundenen Antikorper kann visuell detektiert werden. Im vorliegenden Bei- 
spiel ergibt sich bei Vorhandensein von gebundenen Antikorpem ein rotlicher Reck. 

[0078] Altemativ zu den Konjugaten mit kolloidalem Gold kann auch eine Farbstoffsuspension verwendet werden, 
wobei Protein A an einen wasserunldslichen Farbstoff adsorbiert wird. 

[0079] Ein Schnelltest wird wie folgt durchgefuhrt. Einem Probanden wird durch Nadelstich eine kleine blutende 
65 Wunde zugefugt. Der entstehende Bluttropfen wird in einer kleinen Kapillaren aufgenommen. Die Kapillare mit dem 
Blut wird dann in einem Behalter mit einem geigneten Losungsmittel, beispielsweise physiologische Kochsalzlosung, 
zusammengegebenoind solange geschuttelt, bis Blut und Losungsmittel sich vermischt haben. Der Inhalt des Behalters 
wird dann iiber die Zugriffsofthung auf das Immobilisat gegeben. Sodann wird die Detektorlosung aufgegeben und visu- 
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ell beobachtet, ob eirl^^arbung des durch die Zugriffsoffhung sichtbaren Imm^^^ts erfolgt Verfarbung bedeutet, 
dafi HIV-Antikorper in dem Blut des Probanden vorliegen. Tritt keine Verfarbung ein, so ist das Ergebnis dagegen nega- 
tiv. 

Palentanspruche 5 

1. Protein mit rnehreren Antigen-Epitop-Sequenzen fur Antikorper, wobei das Protein an einer Festphase uber zu- 
mindest eine Bindungsstelle inunobilisiert ist, und wobei die Antigen-Epitop-Sequenzen uber Briickenverbindun- 
gen mit der MaBgabe beabstandet sind, dafi nach Bindung der Bindungsstelle an der Festphase die Antigen-Epitop- 
Sequenzen fiir eine Bindung der zugeordneten Antikorper aus der flussigen Phase exponiert sind. to 

2. Protein nach Anspruch 1, wobei eine Briickenverbindung durch Insertion von Briickensequenzen zwischen zwei 
Antigen-Epitop-Sequenzen und/oder Deletion einer Teilsequenz zwischen zwei in einer Gesamtsequenz angeordne- 
ten Antigen-Epitop-Sequenzen gebildet sind. 

3. Protein nach Anspruch 1, wobei die Briickenverbindung durch Fusion einer Briickensequenz mit zwei Antigen- 
Epitop-Sequenzen gebildet isL 15 

4. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die Briickenverbindung positiv geladene Bindungsstellen zur 
Bindung an eine negativ geladene Festphase, vorzugsweise eine Membran, aufweist. 

5. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Antigen-Epitop-Sequenzen verschiedene Antikorper bin- 
den. 

6. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Antigen-Epitop-Sequenzen repetitive Sequenzelemente aus 20 
gleichen oder verschiedenen HTV-Subtypen sind 

7. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Antigen-Epitop-Sequenzen Sequenzen aus verschiedenen 
HTV-Genen und/oder Stammen und/oder Subtypen sind. 

8. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Antigen-Epitop-Sequenzen Sequenzen aus einem einzigen 
HlV-Subtyp sind. 25 

9. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die Briickenverbindung ein Sequenzelement aus gpl20 ist. 

10. Protein nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei Teilsequenzen, welche in Korperfliissigkeiten enthaltene An- 
tikorper unspezifisch binden, deletiert sind. 

11. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 10 zur Herstellung eines Immobilisats zur Detek- 
tion von Antikdrpern, wobei zunachst das Protein in Losung hergestellt wird, wobei dann das Protein uber zumin- 30 
dest eine Bindungsstelle an eine Festphase gebunden wird. 

12. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 10 zur Herstellung eines HIV-Tests, wobei ein Im- 
mobilisat nach Anspruch 11 hergestellt wird, wobei dieses Immobilisat in ein Gehause eingesetzt wird und wobei 
eine Detektorlosung entweder in einer Reaktionszone des Immobilisats eingebracht ist oder separat zur Aufbrin- 
gung auf das Immobilisat beigefugt wird. 35 

13. Polynukleotid codierend fur ein Protein nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

14. Expressionsvektor enthaltend eine Polynukleotid-Sequenz kodierend fiir ein Protein nach einem der Anspriiche 
1 bis 10. 

15. Zelle, welche mittels eines Expressionsvektors nach Anspruch 14 transformiert ist 

16. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei die Antigen-Epitop-Se- 40 
quenzen und die Briickensequenzen ausgewahlt werden und die Ordnung der Aneinanderreihung definiert wird, 
wobei fur die Antigen-Epitop-Sequenzen und die Briickensequenzen codierende DNA in einen Expressionsvektor 
aneinander in der definierten Weise anschliefiend insertiert wird, wobei eine Zelle mittels des Expressionsvektors 
transformiert wird, wobei transformierte Zellen selektiert und kultiviert werden, und wobei das von den selektierten 
Zellen exprimierte Protein isoliert wird. 45 
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